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High pressure induced changes in microorganisms’ cells

Summary

The mechanisms responsible for microorganisms’ death under high pressure conditions are still not clear.
Pressure in the range of 5-40 MPa does not usually lead to death of cells, but causes changes in their shape,
dimensions and motility. In the case of some microorganisms, mainly of moulds and yeast, elongation of the
cell may cause injury in the cell wall and therefore lead to their death. Changes in the cytoplasmic membrane
permeability are considered to be the main reason for pressure-induced inactivation of microorganisms.
According to some authors, inactivation of key enzymes leads to the inhibition of metabolic processes and the
death of microorganisms. Pressure influences ribosomes and the biosynthesis of proteins. Some bacteria may
be adapted to elevated pressure by regulation of protein expression. Among the new proteins, so-called PIPs
(pressure-induced proteins), are identified heat-shock proteins and cold-shock proteins.
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Od kilkunastu lat trwa niestabnace zainteresowanie
tematyka dotyczaca wykorzystania wysokich ci$nien
nie tylko do utrwalania zywnosci, ale rowniez mate-
riatow biologicznych. Wptyw wysokiego ci$nienia na
komorki drobnoustrojoéw jest jednakze bardzo ztozo-
ny, a efekt dziatania ci$nienia zalezy od wielu czynni-
kéw, w tym od wlasciwosci drobnoustrojow, ich fazy
wzrostu, a takze od pH 1 sktadu srodowiska, w ktorym
sig znaJdqu oraz od parametrow prowadzonego pro-
cesu. Mlkroorganlzmy rdznig si¢ opornoscia na pod-
wyzszone ci$nienie. Roznice we wrazliwo$ci pojawiaja
si¢ juz pomigdzy szczepami w obrgbie tego samego
gatunku.

Mechanizm $mierci mikroorganizméw w warunkach
wysok0c1snlen10wych nie zostal jeszcze w peinl wy-
jasniony. Obecnie wiadomo, ze pod wplywem cisnie-
nia moga zachodzi¢ zmiany wyglqdu 1 ksztattu komo-
rek, utrata integralnosci $ciany i bton komadrkowych,
jak rowniez denaturacja biatek, w tym roéwniez enzy-
matycznych, denaturacja rybosomow, zmiany w ma-
teriale genetycznym, hamowanie procesow transkryp-
cji 1syntezy bialek. Z opublikowanych prac nie wyni-
ka jednoznacznie, ktore ze zmian sg w gldwnej mie-
rze odpowiedzialne za wrazliwo$¢ komorek w warun-
kach wysokoci$nieniowych oraz dlaczego niektére
z nich zachodza w komérkach badanych szczepow
w innych natomiast nie.

Opracowanie jest syntetycznym podsumowaniem
aktualnego stanu wiedzy na temat zmian, jakie zacho-
dza w komodrkach mikroorganizméw po dziataniu cis-
nienia.

Wplyw wysokiego ciSnienia na ksztalt,
struktury oraz sktadniki wewnatrzkomérkowe
mikroorganizmow

Ksztalt i wielkos¢ komorek, sciana komorkowa
i blona cytoplazmatyczna. Cisnienia rzedu 5-40 MPa
Zazwyczaj nie prowadzq jeszcze do $mierci komorek,
lecz powoduja zmiany ich ksztaltu 1 wymiarow lub
ruchliwosci (8, 13, 31). Powyzsze zmiany, zalezne od
szczepu, sa zwykle odwracalne. Po dziataniu ci$nie-
nia 40 MPa nastgpuje wydtuzenie dtugosci komorek,
np. E. coli z 1-2 pm do 10-100 pm. Cis$nienie rzedu
30-45 MPa powoduje zwigkszenie grubosci $ciany
komorkowej oraz oddzielenie jej od blony cytoplazma-
tycznej. W przypadku niektorych mikroorganizmow,
glownie grzybow, wydtuzenie komoérki moze prowa-
dzi¢ do mechanicznego rozerwania napr¢zonej Sciany
komorkowej 1 w efekcie do $mierci komorki (13).

Réznice we wrazliwosci mikroorganizm(’)w na dzia-
tanie wysok1ego ci$nienia thumaczy si¢ m.in. roznica-
mi w budowie $ciany komorkowej. Sciana komérko-
wa bakterii Gram-dodatnich jest stosunkowo gruba (ok.
15-50 nm) 1 zbudowana jest z kilkuwarstwowej siatki
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mureinowej stabilizowanej przez kwasy tejchojowe.
Natomiast §ciana komorkowa bakterii Gram-ujemnych
(o grubosci 2-10 nm) sktada si¢ z jednowarstwowe;j
siatki mureinowej oraz z blony zewngtrznej zbudowa-
nej z biatek, fosfolipidéw oraz lipopolisacharydow.
Z tego wzgledu zmiany zachodzace pod wptywem wy-
sokiego ci$nienia sa wigksze w komodrkach bakterii
Gram-ujemnych niz bakterii Gram-dodatnich (13, 28).
Na skutek uszkodzenia zewngtrznej ostony $ciany ko-
moérkowej bakterie Gram-ujemne staja si¢ wrazliwe
i niezdolne do wzrostu w Srodowisku selektywnym.
Podobnie zachowuja si¢ bakterie poddane dziataniu
zamrazania, szoku termicznego czy suszenia (19).

Uwaza si¢ jednak, ze gtdéwna przyczyna Smierci bak-
terii pod wptywem zwigkszonego ci$nienia sa zmlany
w btonie cytoplazmatycznej (29). W warunkach ciénie-
nia atmosferycznego btona cytoplazmatyczna drobno-
ustrojow ma postac¢ potptynnej warstwy lipidowej,
w ktorej znajduje si¢ ok. 60-70% biatek. Pod wpty-
wem wysokiego ci$nienia blona cytoplazmatyczna traci
swoj polprzepuszczalny charakter, co prowadzi do za-
ktécen w selektywnym transporcie. Substancje zew-
natrzkomodrkowe moga penetrowac do wngetrza komor-
ki, a wewnatrzkomoérkowe przechodza do srodowiska
zewngetrznego. Wsrdd substancji opuszczajacych ko-
morke znajduja si¢ m.in.: jony potasu, sodu i wapnia,
ATP, cukry, kwasy thuszczowe, estry i aminokwasy (19,
25). Pod wptywem zwigkszonego ci$nienia cytoplaz-
ma ulega zakwaszeniu (28). Jest to wynikiem zmniej-
szenia aktywno$ci znajdujacych si¢ w btonie ATP-az,
odpowiedzialnych za utrzymanie odpowiednich wa-
runkow procesow fizjologicznych mikroorganizméw
(25, 29).

Dziatanie zwigkszonego ci$nienia powoduje prze-
miang cieklo-krystalicznego stanu dwuwarstwy fosfo-
lipidowej do bardziej uporzadkowanej formy zelu (18).
Te zmiany prowadza do ostabienia oddziatywan biat-
ka-lipidy, co z kolei moze prowadzi¢ do uwolnienia
z btony biatek integralnych i peryferyjnych (21).
W przypadku bakterii Gram-ujemnych dzialanie
zwigkszonego ci$nienia powoduje zanik niektorych
biatek, w tym transbtonowych poryn, w zewngtrznej
btonie otaczajacej warstweg mureinowa (26).

Bialka. W zaleznosci od wielkoS$ci ci$nienia moze
nastapi¢ w wyniku jego dziatania zmiana II-, ITI- 1 IV-
-rzedowej struktury bialek poprzez wptyw na wiaza-
nia wodorowe, jonowe i oddzialywania hydrofobowe.
Cisnienie ponizej 150 MPa w temperaturze pokojo-
wej powoduje dysocjacje ohgomerycznych biatek,
czemu zawsze towarzyszy zmnigjszenie objgtosci.
Cisnienie powyzej 150-200 MPa wywotuje znaczace
zmiany w strukturze IlI-rzgdowej, rozfaldowanie bia-
tek 1 nastgpnie ich agregacjg. Niektore z tych zmian
moga by¢ odwracalne. Do nieodwracalnej denaturacji
biatek dochodzi po zastosowaniu ci$nienia rzedu 300-
-700 MPa (17, 21).

Hashizume 1 wsp. (11) stwierdzili podobienstwo
pomiedzy przebiegiem krzywej inaktywacji mikroor-
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ganizmo6w oraz denaturacji biatek w zaleznosci od cis-
nienia. Moze to oznaczaé, ze $mier¢ drobnoustrojow
wiaze si¢ rowniez z denaturacja kluczowych enzymow
1 wskutek tego z zahamowaniem podstawowych prze-
mian metabolicznych.

Aktywno$¢ enzymatyczna. Wysokie ci$nienie,
wplywajac na strukturg biatek enzymatycznych, po-
woduje utratg lub zwigkszenie ich biologicznej aktyw-
nosci, a tym samym opdznia lub przyspiesza liczne
reakcje enzymatyczne w komoérkach mikroorganiz-
méw. Zmiany w biatku enzymatycznym zachodzace
pod wptywem zwigkszonego ci$nienia moga by¢ od-
wracalne lub nieodwracalne (13). Cisnienie ok. 100
MPa moze aktywowac¢ niektore enzymy wskutek
zwigkszenia przepuszczalnos$ci blony cytoplazmatycz-
nej 1 ulatwienia kontaktu enzymu z substratem (12).

Zaprzyczyng $mierci komorek wegetatywnych uwa-
za si¢ inaktywacj¢ ATP-az oraz enzymow z grupy oksy-
doreduktaz, tj. peroksydazy, oksydazy polifenolowe;,
lipoksygenazy. W wyniku dzialania podwyzszonego
ci$nienia nastgpuje utrata aktywnosci tych enzymow,
co prowadzi do wielu niekontrolowanych reakcji dzia-
tajacych destrukcyjnie na komorke (13).

Rybosomy. Cis$nienie w znaczacy sposob dziata na
rybosomy, a proces biosyntezy biatka jest bardzo
wrazliwy na zmiany ci$nienia. Pod wplywem cisnie-
nia 40-60 MPa nastepuje dysocjacja rybosomoéw na
podjednostki (10). Dysocjacja rybosomdéw w poliso-
mie do podjednostek zachodzi wolniej niz w przypad-
ku wolnych rybosomow. Wrazliwo$¢ polisomow bak-
teryjnych na podwyzszone cisnienie determinuje pod-
jednostka 30S, podczas gdy podjednostka 50S nie od-
grywa tu znaczacej roli. Hamowanie procesu transla-
cji wystepuje pod wplywem cis$nienia rzgdu 70 MPa
(13). Po powrocie do ci$nienia atmosferycznego czgs¢
rybosomow ulega odtworzeniu, a dzigki temu proces
translacji znow przebiega prawidlowo. Smier¢ komorki
nastepuje wtedy, gdy nie jest mozliwe odtworzenie po-
trzebnej liczby prawidtowo funkcjonujacych ryboso-
mow (24).

Rybosomy stabilizowane sa w obecno$ci jonow Mg
(IT). Obnizenie stgzenia jonow Mg (II) do 1-3 mM pro-
wadzi do zahamowania procesu biosyntezy biatek juz
przy ci$nieniu 70 MPa. Ci$nienie, poprzez zmiang
przepuszczalno$ci blony cytoplazmatycznej, powoduje
utrate tych jonow, a tym samym destabilizacje struk-
tury rybosomu. Jesli powyzsze zaktocenia utrzymuja
si¢ przez dhuzszy czas, to degeneracyjne zmiany staja
si¢ nieodwracalne i nastepuje Smieré komorki. Doda-
tek MgCl, do Srodowiska, w ktorym komorki podda-
wane sa nastepnie dziataniu ci$nienia, wywiera ochron-
ny wplyw na stabilno$¢ rybosomoéw (13, 24).

W warunkach ci$nienia atmosferycznego obie pod-
jednostki rybosomdw tacza si¢ z mRNA tworzac sta-
bilny uktad umozliwiajacy syntezg biatek. Zahamowa-
nie procesu biosyntezy biatek poprzez wysokie cisnie-
nie polega na hamowaniu wigzania pomigdzy mRNA
a aminoacylo-tRNA w rybosomie. Rybosomy zwiaza-
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ne z mRNA i tRNA sa bardziej stabilne i mniej wraz-
liwe na dziatanie podwyzszonego cis$nienia (13).

Wysokie ci$nienie hamuje syntezg wszystkich bia-
tek komorkowych uczestniczacych w przenoszeniu
aminokwas6w na tRNA, a nast¢pnie na kompleks
mRNA (10).

DNA

Kwasy nukleinowe sa bard21eJ oporne na dziatanie
podwyzszonego ci$nienia niz biatka (16). Ta réznica
w opornosci na wysokie cisnienie pomi¢gdzy DNA
a biatkami wynika z wigkszej ilo§ci wigzan wodoro-
wych stabilizujacych struktur¢ DNA (13, 31).

Podwyzszone ci$nienie wptywa natomiast na biat-
ka uczestniczace w procesie replikacji i naprawy DNA,
przyczyniajac si¢ w ten sposob do zmniejszenia szyb-
kosci lub catkowitego zahamowania biosyntezy bia-
tek w komodrce. Wg Mackey i wsp., (20), pod wpty-
wem ci$nienia material genetyczny staje si¢ bardziej
podatny na dziatanie endonukleaz. Proces ten jest
w wielu przypadkach odwracalny, jednak wymaga
obecno$ci enzymu odpowiedzialnego za ligacje DNA.
Przy zbyt wysokim cisnieniu ligaza jest inaktywowa-
na i proces naprawy uszkodzonego DNA zostaje cal-
kowicie zahamowany (28).

Gyraza, nalezaca do drugiej grupy topoizomeraz,
moze powodowac powstawanie nowych skrecen DNA
lub zmiang kierunku skretu nici DNA (+) w (-). En-
zym ten jest niezbedny do swobodnego ruchu widetek
replikacyjnych, wigc jego inaktywacja wiaze si¢ z za-
hamowaniem procesu rephkacp Ci$nienie 50-80 MPa
zmienia strukturg gyrazy i obniza jej aktywnosc, przez
co traci ona zdolno$¢ zmiany kierunku skrecania nici
DNA (9).

Czynniki warunkujgce oporno$¢ drobnoustrojow
na wysokie ci$nienie

Indukcja bialek szoku. Pod wplywem ci$nienia
w zakresie 30-55 MPa niektore bakterie moga ulegaé
adaptacji do warunkow wysokocisnieniowych poprzez
zmiang ekspresji biatek. Nowo syntetyzowane biatka,
tzw. PIPs (pressure-induced proteins), budowa przy-
pominaja biatka indukowane w czasie szoku cieplne-
go lub szoku chlodniczego, sa jednak od nich bardziej
oporne na cisnienie i skutecznie zwigkszaja stabilnos¢
rybosomow (31). Stwierdzono, ze dzialanie ci$nienia
53 MPa na komoérki E. coli indukuje syntez¢ wielu
nowych biatek. Wsrdéd 55 wyizolowanych biatek byty
obecne biatka rybosomalne, wiele biatek o nieziden-
tyfikowanej funkcji, a takze biatka szoku cieplnego
i chtodniczego. Bialka te, nazywane opiekunczymi, po-
zwalaja komorkom poddanym czynnikom stresowym
przystosowac si¢ do tych warunkow. Wielko$¢ zasto-
sowanego ci$nienia wpltywa na liczbg tych biatek
w komorce (31).

Synteza biatek szoku cieplnego jest indukowana juz
w ciggu minuty od przeniesienia komorek E. coli z 28
do 50°C, podczas gdy indukcja tych biatek poprzez
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dziatanie wysokiego ci$nienia nastgpuje po dluzszym
czasie od 60 do 90 minut (31). Z kolei w komorkach
L. monocytogenes 1028 poddanych dziataniu ci$nie-
nia 200 MPa przez 10 min. stwierdzono obecnos¢ bia-
tek identycznych jak w przypadku szoku chtodnicze-
go. Glownym sygnatem dla komorki do indukeji tych
biatek w niskich temperaturach oraz pod wptywem
wysokiego ci$nienia jest czgsciowa inaktywacja rybo-
somow (24). Stwierdzono réwniez zwigkszenie opor-
nosci komorek poddanych uprzednio stresowi chiod-
niczemu na dziatanie wysokiego ci$nienia. Prawdo-
podobnie jest to rezultatem zaadaptowania rybosomow
do warunkéw chtodniczych, dzigki czemu staja si¢ one
mniej wrazliwe na niszczacy efekt dziatania ci$nienia
(32).

Wsrdd drobnoustrojow szczegolnie wrazliwe na
dziatanie wysokiego ci$nienia sa organizmy eukario-
tyczne. Dzialanie ci$nienia powyzeJ 150 MPa na
drozdze S. cerevisiae powoduje zniszczenie integral-
nosci blony komoérkowej i struktur biatkowych, czego
rezultatem jest $mier¢ komorek. Stwierdzono jednak,
ze uprzednie zastosowanie krotkotrwatego szoku ciepl-
nego pozwala komorkom drozdzy przezy¢ dziatanie
wysokiego cisnienia. Wzrost przezywalnosci jest spo-
wodowany akumulacja trehalozy i produkcja biatek
Hsp104 (14). Mozna uznaé, ze wysoka temperatura
i wysokie ci$nienie s fizycznie analogami, dlatego tez
te czynniki moga powodowac podobne zmiany w ko-
moérkach mikroorganizméw (14).

Drugim czynnikiem przyczyniajacym si¢ do prze-
zywania drozdzy w warunkach podwyzszonego ci$nie-
nia sa trehalazy. Enzymy te kodowane sa przez geny
nthl i nth2. Gen nth1l kodujacy oboje¢tna trehalaze I
jest odpowiedzialny za hydrolizg trehalozy, natomiast
rola genu nth2 kodujacego obojetna trehalaze 11, wy-
kazujacego w 77% identyczno$¢ sekwencji nukleoty-
dowej z genem nthl, nie jest wyjasniona. Pod wply-
wem cis$nienia 180 MPa przez 2 godziny komorki
S. cerevisiae w stacjonarnej fazie wzrostu, pozbawio-
ne genu kodujacego trehalazg | wykazywaty mniejsza
barotolerancje¢ niz komorki szczepu dzikiego typu (15).
Wprowadzenie genu nthl za pomoca plazmidu do
zmutowanych komorek przywrécito barotolerancjg, co
potwierdza rolg trehalazy I w przezywaniu drozdzy
w warunkach podwyzszonego ci$nienia. Mutant po-
zbawiony genu nth2 posiadat oporno$¢ podobna do
komorek dzikiego typu. Wyniki te sugeruja, ze treha-
laza I ma znaczacy wplyw na przezywanie drozdzy
w warunkach wysokiego ci$nienia natomiast trehala-
za Il moze jedynie w posredni sposob wptywac na efekt
barotolerancyjny (15).

Aktywno$¢ czynnika sigmaS. Roznice wrazliwos-
ci drobnoustrojow na wysokie ciSnienie pojawiaja si¢
nawet pomigdzy szczepami w obrgbie tego samego
gatunku. Robey i wsp. (27) wykazali duze zroznico-
wanie we wrazliwo$ci na dziatanie wysokiego cisnie-
nia w obrgbie szczepow E. coli O157:H7. Wsrod ba-
danych szczepoéw najbardziej ci$nieniooporne bytly
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C9490 1 30-2C4, ktore przezywaly warunki 500 MPa
przez 5 min. Populacje szczepéw NCTC 12079 1 W2-2
zmniejszaly si¢ w tych samych warunkach o 3-4 rzedy
wielkosci, natomiast szczepy H1071 1 O124, NCTC
8003 byly najmniej oporne, gdyz ich liczba zmniej-
szyta si¢ o 5-6 rzedow wielkos$ci. Ponadto rdznice
W cisnienioopornosci zaobserwowano jedynie w sta-
cjonarnej fazie wzrostu. Prawdopodobnie opornos¢ na
inaktywacj¢ przez wysokie ci$nienie jest $cisle zwia-
zana z uruchomieniem mechanizméw obronnych
w chwili przej$cia komorek do fazy stacjonarnej. We-
dhug autoréw, za r6zna opornos¢ badanych szczepdéw
odpowiedzialna jest zmienno$¢ w obszarze genu rpoS
1jest ona zalezna od aktywnos’ci biatka RpoS. Biatko
to jest podjednostka 51gma kodowana przez gen rpoS.
Podczas drastycznej zmiany warunkow zycia komor-
ki bakteryjnej zastgpuje ona standardowa podjednost-
ke sigma i poprzez zmiang specyﬁcznosm polimerazy
RNA uczestniczy w indukcji genow determinujacych
przejscie komorek do stacjonarnej fazy wzrostu. Mimo
ze podczas tego procesu ilos¢ produkowanych biatek
ulega zmniejszeniu, dochodzi jednak do syntezy licz-
nych nowych biatek, wymagajacych do indukcji czyn-
nika sigma®. Czynnik sigma® polimerazy RNA kon-
troluje transkrypcje wielu gendéw umozliwiajacych
komoérkom przezywanie warunkow gtodu i stresu.

Robey 1 wsp. (27) stwierdzili, ze aktywno$¢ biatka
RpoS w momencie wejscia do stacjonarnej fazy wzros-
tu byta najwigksza w szczepach opornych na dziata-
nie wysokiego ci$nienia i nieznacznie wzrastala w cza-
sie kolejnych godzin hodowli. W przypadku szczepoéw
najmniej ci$nienioopornych aktywno$¢ biatka RpoS
w stacjonarnej fazie wzrostu byta znacznie mniejsza
w poréwnaniu z aktywno$cia tego biatka w szczepach
niewrazliwych na wysokie ci$nienie. Sugeruje to, ze
duza aktywno$¢ biatka RpoS determinuje zdolnos¢ do
przezycia w warunkach podwyzszonego ci$nienia.

Stwierdzono, ze aktywnos¢ biatka RpoS zmienia si¢
zaleznie od sekwencji nukleotydéw w genie koduja-
cym to biatko. Na podstawie analizy sekwencyjnej
genow 1poS E. coli O157:H7 wykazano nast¢pujace
roéznice: w przypadku szczepu C9490, najmniej wraz-
liwego na dziatanie ci$nienia, w pozycji -96/-98 wy-
stgpowal kodon kodujacy leucyng, podczas gdy pozo-
stale szczepy zawieraly w tym miejscu sekwencje
odpowiadajaca glutaminie. U szczepoéw $rednioopor-
nych, np. W2-2 w pozycji 214-216 wystgpowatl kodon
kodujacy proling zamiast treoniny. Natomiast w przy-
padku szczepu najbardziej wrazliwego na dziatanie
cisnienia H1071 wystqpil wczesny sygnal terrninacji
(kodon stop) w pozycji 442-444. Punktowe zmiany
aminokwasowe sa przyczyna roznic w aktywnosci biat-
ka RpoS. Jednakze skrocenie dtugosci tancucha biat-
ka RpoS jest odpowiedzialne za jeszcze wigksze
zmniejszenie jego aktywnos$ci, co niewatpliwie jest
przyczyna najskuteczniejszej inaktywacji szczepu
H1071 przez wysokie ci$nienie (27).
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Adaptacja mikroorganizmow
do wysokiego ciSnienia

W procesie ewolucji w srodowisku glgbokomorskim
wyksztatcone zostaly bakterie ekstremofilne zaadap-
towane do zycia w warunkach wysokiego ci$nienia
iniskiej temperatury (4). Glgbokomorskie bakterie, na-
zwane barofilami lub tez piezofilami, charakteryzuja
si¢ szybszym wzrostem w warunkach wysokiego cis-
nienia niz w ci$nieniu atmosferycznym (1, 4, 23). Ba-
rofilne bakterie wystgpuja nawet na glebokosci po-
nizej 2000 m, gdzie panuje nie tylko wysokie ci$nie-
nie 1 niska temperatura, ale takze brak substancji
odzywczych 1 $wiatta. W tych warunkach piezofile
moga rosna¢ w cisnieniu powyzej 100 MPa, lecz gor-
ny limit wysokiego ci$nienia umozliwiajacy ich prze-
zycie nie jest znany (4).

Mikroorganizmy, ktére zaadaptowatly si¢ do zycia
w warunkach wysokiego ci$nienia, charakteryzuja si¢
unikatowym mechanizmem ekspresji genow, regulo-
wanym przez wysokie ci$nienie, dzigki czemu wytwa-
rzaja one biatka, ktore umozliwiaja im funkcjonowa-
nie w tak skrajnych warunkach (23).

Regulacja ekspresji genow przez wysokie ciSnie-
nie u piezofili. W zaleznos$ci od warunkéw cisnienia
1 temperatury piezofile réwniez reguluja ekspresje ge-
ndéw poprzez syntezg specyficznych czynnikéw sigma.
U bakterii Shewanella sp. DSS12 zidentyfikowano
operon ORF1 i ORF2 regulowany przez wysokie cis-
nienie, zawierajacy pig¢ miejsc promotorowych kon-
trolowanych przez czynniki transkrypcyjne. W obrg-
bie operonu scharakteryzowano dwa regiony wystg-
pujace obok siebie — region A i B. Region A zawiera
sekwencjg promotorowa rozpoznawang przez holoen-
zym ztozony z polimerazy RNA i czynnika sigma’.
Wiazanie si¢ tego kompleksu do regionu A zachodzi
zardwno w warunkach ci$nienia atmosferycznego, jak
1 50 MPa, lecz ilos¢ czynnika sigma®* jest wigksza
w wyzszym ci$nieniu. W regionie B znajduja si¢ trzy
miejsca promotorowe, o sekwencji nie znalezionej
dotad w zadnym mikroorganizmie. Region ten zawie-
ra unikatowa sekwencj¢ AAGGTAAB (region B2),
ktora powtarza si¢ tandemowo 13 razy, oraz potozona
ponizej sekwencje palindromowa AGTTAAAGATTA-
AACT (region B3). Wedtug autoré6w moze to wskazy-
wac, ze szczep ten posiada nieznane dotad czynniki
sigma, ktorych synteza indukowana jest przez wyso-
kie ci$nienie. W zaleznosci od warunkéw cisnienia
czynniki te tacza si¢ z polimeraza RNA, dzigki czemu
jest ona zdolna do rozpoznawania tych miejsc promo-
torowych (22, 23).

Duza rolg w stabilizacji jednoniciowego DNA po-
wstajacego na skutek rozplatania heliksu DNA pod-
czas inicjacji replikacji, maja biatka SSB (single-strand
binding proteins). Pod wptywem dziatania ci$nienia
biatka SSB z piezowrazliwego szczepu Shewanella
szybciej ulegaja dysocjacji niz biatka z mikroorganiz-
mow piezotolerantnych lub piezofilnych. Bialtka SSB
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glebokomorskich szczepow Shewanella zawieraja
w centralnym regionie, charakteryzujacym si¢ zmien-
noscia, obmzonq 1los¢ reszt proliny 1 glicyny, co przy-
puszczalnie zmniejsza ich elastyczno$¢ i zapewma sta-
bilnos¢ tego biatka w warunkach wysokiego ci$nienia
(5).

Regulacja plynnosci blon. U mikroorganizmow
piezofilnych w odpowiedzi na wysokie ci$nienie na-
stepuja zmiany w sktadzie ich blony, co pozwala na
regulacje jej przepuszczalnos$ci. Lancuchy kwasow
thuszczowych ukladaja si¢ ,,ciasniej” wzgledem sie-
bie, dzigki czemu ruchliwos¢ czasteczek w btonie jest
ogranlczona 1 staje si¢ ona mniej wrazliwa na dziata-
nie ci$nienia. W warunkach wysokiego ci$nienia, jak
réwniez niskiej temperatury bakterie piezofilne zwigk-
szaja syntezg¢ nienasyconych kwasow tluszczowych
w blonach komérkowych, co pozwala na utrzymanie
jej prawidtowej ptynnosci i lepkosci (3). Negwn;kszq
rolg¢ w adaptacji mikroorganizmow do warunkdw $ro-
dowiska gltebokomorskiego poprzez utrzymywanie
prawidlowej plynno$ci btony odgrywaja jednoniena-
sycowe kwasy thuszczowe (3). Nie zaobserwowano na-
tomiast znaczacych réznic w zawartosci wieloniena-
syconych kwasow thuszczowych (1).

W procesie biosyntezy nienasyconych kwasow thusz-
czowych enzym synytaza f3-ketoacylo-ACP (KAS II),
produkt genu fabF, katalizuje elongacj¢ palmitoilo-
-ACP (16:1) do cis-wakcenylo-ACP (18:1). KAS II
jest takze kluczowym enzymem uczestniczacym w re-
gulacji zawarto$ci kwasu cis-wakcenowego w komor-
kach glebokomorskiej bakterii Photobacterium pro-
Sfundum SS9, dzigki czemu moga one rosnaé¢ w tych
warunkach. Aktywnos$¢ katalityczna enzymu KAS 11
szczepu Photobacterium profundum SS9 zwigksza si¢
w warunkach podwyzszonego cis$nienia, podobnie jak
w przypadku komorek bakterii mezofilnych poddanych
szokowi chtodniczemu (5). Mimo Ze gen fabF ze szcze-
pu SS9 nie jest transkrypcyjnie regulowany przez wy-
sokie ci$nienie, istnieje prawdopodobienstwo pewnych
zmian posttranslacyjnych wptywajacych na wzrost
aktywnosci enzymu KAS Il i zarazem wigksza synte-
zg kwasow 18:1 (2).

W charakterystycznej dla bakterii Gram-ujemnych
przepuszczalnej selektywnie zewngtrznej blonie wy-
stepuja kanaty biatkowe zwane porynami, umozliwia-
jace transport substancji odzywczych pomig¢dzy $ro-
dowiskiem zewngtrznym i periplazma. Specyficzne
srodowisko glegbokomorskie, ktore jest ubogie w sktad-
niki odzywcze, powoduje, ze mikroorganizmy rosna-
ce w tych warunkach posiadaja biatka btonowe inne
niz wowczas, gdy znajduja si¢ w warunkach ci$nienia
atmosferycznego. Ekspresja genéw kodujacych biat-
ka blony jest u bakterii glgbin morskich regulowana
przez wysokie cis$nienie. Bialka btony OmpH sa pro-
dukowane w najwigkszej ilosci, kiedy komorki Pho-
tobacterium sp. SS9 rosng w zakresie ich optymalne-
go ci$nienia okoto 28 MPa, podczas gdy produkcja
biatka OmpL jest maksymalna przy cisnieniu 0,1 MPa
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(1, 7). Przeniesienie bakterii piezofilnych z ci$nienia
atmosferycznego do warunkoéw podwyzszonego cinie-
nia pociaga za sobg zwigkszenie pI'OdukC_]l Zewngtrz-
nego biatka blony OmpH i zmniejszenie produkeji bial-
ka OmpL. Komorki zawierajace mutacje w obrebie
genu ompH nie staja si¢ jednak wrazliwe na dziatanie
wysokiego ci$nienia, stad hipoteza, ze obecnos¢ OmpH
nie jest czynnikiem koniecznym do utrzymania zdol-
no$ci do wzrostu w ekstremalnych warunkach (6).

Geny kodujace biatka OmpH i OmpL sg transkryp-
cyjnie regulowane przez biatko ToxR, na ktorego ak-
tywnos¢ wptywa biatko ToxS. Biatka te zostaty po raz
pierwszy odkryte w komorkach Vibrio cholerae jako
odpowiedZ na zmiany temperatury, ciSnienia osmotycz-
nego i pH (5). W zaleznosci od warunkéw srodowiska
biatko ToxS tak zmienia aktywnos$¢ biatka ToxR, iz
petni ono funkcj¢ aktywatora genu ompL lub represo-
ra genu ompH (1, 30).

W przypadku bakterii barofilnych opornos$¢ na wy-
sokie ci$nienie regulowana jest rowniez przez inne
geny, np. nalezace do operonu rpoE. W sktad operonu
rpoE wchodzi gen kodujacy czynnik sigma oraz geny
rseA, rseB i rseC. Produkty genow rseA irseB regulu-
ja aktywnosc biatka RpoE w zaleznosci od warunkow
panujacych w obrgbie bton i periplazmy, natomiast
biatko RseC funkcjonuje niezaleznie od RpoE. RseC
1 inne spokrewnione biatka funkcjonuja jako biatka
transblonowe stuzace do transportu elektrondw w pro-
cesach biosyntezy np. tyminy. Mutanty Photobacte-
rium sp. SS9 z niska ekspresja rseC byly wrazliwe
zardwno na dziatanie wysokiego ci$nienia, jak i nis-
kiej temperatury, poniewaz oba te czynniki wplywaja
na stan btony cytoplazmatycznej. Powyzsze przykta-
dy wskazuja, ze gen rseC jest konieczny do piezo-
1 psychroadaptacji jedynie w przypadku organizmow
glebokomorskich (5). Stwierdzono rowniez, ze brak
ekspresy genu rseA, rseB lub resC zmniejsza traskryp-
cje genu ompH, ale przyczyny tego efektu pozostaja
niewyjasnione. Prawdopodobnie istnieja inne dodat-
kowe geny, ktorych aktywnos¢ znajduje si¢ pod kon-
trola RpoE (5).

Podsumowanie

Wplyw wysokiego ci$nienia na komoérki drobno-
ustrojow jest ztozony, a efekt dziatania ci$nienia zale-
zy od bardzo wielu czynnikow. Mikroorganizmy roz-
nia si¢ opornoscia na podwyzszone ci$nienie. Przy-
czyny $mierci mikroorganizméw normalnie rosnacych
w warunkach cis$nienia atmosferycznego, poddanych
dziataniu wysokiego ci$nienia nie zostaty jeszcze do-
ktadnie wyjasnione. Z pewnos$cia niektore ze zmian
nastgpuja jednoczesnie, inne natomiast pociagaja za
soba kolejne, co w ostateczno$ci moze doprowadzic
do $mierci. Poznanie wszystkich zjawisk zachodza-
cych w komoérkach mikroorganizmoéw pod wptywem
wysokiego ci$nienia, a takze wptywu rdéznych czynni-
kéw na ich przezywalno$¢ w tych warunkach pozwoli
na optymalne wykorzystanie techniki wysokocisnie-
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niowej w biotechnologii, technologii zywnosci i in-
nych pokrewnych dziedzinach nauki.
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